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摘要 目的  探讨人参皂苷  对凝聚态 Β2°2诱导的胎鼠皮层神经元 ∏蛋白过度磷酸化的影响及其可能

的作用机制 ∀方法  通过蛋白免疫印迹法和免疫细胞化学染色法检测神经元 ∏蛋白磷酸化水平 !总 ∏蛋白水平

和糖原合成酶 Β≥2Β的蛋白表达水平 ∀结果  凝聚态 Β2°2  Λ# 

作用于皮层神经元  ∏蛋

白磷酸化水平和总 ∏蛋白水平均增高 同时 ≥2Β蛋白表达也增多 ∀用人参皂苷  或 ≥2Β特异性抑制剂氯

化锂预处理后 凝聚态 Β2°2诱导的 ∏蛋白的过度磷酸化受到明显抑制 同时 ≥2Β的表达也降低 ∀结论  人

参皂苷  可通过抑制 ≥2Β的表达来抑制凝聚态 Β2°2诱导的皮层神经元 ∏蛋白的过度磷酸化 ∀
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  阿尔茨海默病 χ⁄是常见

的中枢神经系统退行性疾病 临床上以记忆力减退 !

认知障碍 !人格改变为主要特征 其中 ∏蛋白过度

磷酸化是 ⁄的重要分子生化改变之一 ∀过度磷酸

化的 ∏蛋白首先聚集成双螺旋细丝 

°ƒ继而再形成神经元纤维缠结

∏ ƒ×
≈ ∀ ƒ×的数量与

⁄患者痴呆程度呈正相关 ≈ ∀目前 ⁄仍缺乏有

效的治疗药物 寻找理想的 ⁄治疗药物是当前神

经病学研究的热点领域之一 ∀

人参皂苷  是人参的主要活性成分之一 ∀

研究发现 人参皂苷  对多种实验动物模型的学

##药学学报 °∏≥  



习记忆障碍均有明显改善作用 ≈
但其对 ⁄的分

子生化改变 尤其是 ∏蛋白的过度磷酸化是否有

逆转作用 尚未有文献报道 ∀本实验以 Β2°2作

用于胎鼠皮层神经元 建立 ∏蛋白过度磷酸化的

细胞模型 观察  对 ∏蛋白过度磷酸化是否有

抑制作用 并探讨其可能的作用机制 ∀

材料与方法

实验动物  ≥∏2⁄≥⁄大鼠 孕期  ?

 由上海西普尔必凯实验动物有限公司提供 ∀

药物及试剂  人参皂苷  由吉林大学基础

医学院有机化学教研室提供 纯度   ∀ Β2°2
和氯化锂 ∏ ≤购自 ≥公司 ∀

⁄ ∞ 2ƒ培养基 !左旋多聚赖氨酸和 添加剂均

购自 公司 ∀胎牛血清购自杭州江滨生物技术

有限公司 ∀基础培养基 ⁄ ∞ 2ƒ≤ 

# 

青霉素  1 ∏# 


!链霉素 1

∏# 

和 ∞°∞≥1 # 


∀完全培养基 基

础培养基  添加剂  胎牛血清 ∀无血清培

养基 基础培养基  添加剂 ⁄ ∞ 2ƒΒ 

Β∀ Β2单克隆抗体购自  公司 

×∏2单克隆抗体购自 ⁄ ° 公司 ×∏

≈≥


×∏≈≥≥


和 ×∏≈×


多克隆抗体

购自 ∏公司  ≥2Β和磷酸化 ≥2Β

≈×


多克隆抗体购自 ≥公司 • 

化学发光检测试剂盒购自美国 °公司 ∀

主要仪器  ≤培养箱 美国 ƒ ≥

公司 低温离心机 凝胶图像分析仪 ∞

美国安莱公司 倒置显微镜 日本 ∏

≤∀

凝聚态 Β2ΑΠ25235的制备  用超纯水将冻干的 Β2

°2溶解 配成  # 
储存液 于   ε 保

存 临用前于  ε 放置  使其凝聚 ∀

皮层神经元原代培养 ≈  在无菌条件下取出

胎鼠 解剖分离大脑皮层 分散细胞 以细胞数约

1 ≅ 

孔接种于预先涂有左旋多聚赖氨酸的 

孔板中 加入完全培养基 在  ε  ≤ 饱和湿

度的培养箱中培养  然后换上无血清培养基继续

培养  以抑制胶质细胞生长 ∀ 时收集细胞用

于各项实验 ∀

药物干预及实验分组  对照组 不加任何

处理因素    模型组 凝聚态 Β2°2  

Λ# 

作用于皮层神经元  ≤预处

理组 ≤ # 

和凝聚态 Β2°2 

Λ# 

共同作用于皮层神经元  人参

皂苷  预处理组 先加入不同浓度的人参皂苷

  Λ# 

预处理  再加入

凝聚态 Β2°2  Λ# 

作用于皮层神经元

 ∀用于免疫细胞化学染色皮层神经元  预处

理的终浓度为  Λ# 
 ∀

ταυ蛋白磷酸化水平的检测

蛋白免疫印迹 ≈  将收集的细胞培养液吸弃 

用预冷的磷酸盐缓冲溶液   ∏

°≥清洗 次 加入细胞裂解液 冰面上裂解

   ≅ γ ε 离心  吸取上清液 

法进行蛋白定量 ∀以  ≥⁄≥2聚丙烯酰

胺凝胶电泳分离 半干电转移法转膜 室温下用封闭

液封闭  后加入用封闭液稀释的一抗  ×∏

≈≥


×∏≈≥≥


×∏≈×


多克隆抗体和

×∏2单克隆抗体 Β 稀释  ε 孵育过夜 抗

兔 二抗 Β 稀释 反应  化学发光法显

色 ÷射线底片曝光 ∀ Β2作为内参照 ∀实验重

复 次 ∀

免疫细胞化学  培养的细胞用 1甲醛固定

 1过氧化氢甲醇溶液灭活内源性的过氧

化物酶  加入 ×∏≈≥


Β稀释 ×∏

≈≥≥


 Β 稀释 ×∏≈×


 Β稀

释 多克隆抗体或 ×∏2Β稀释 单克隆抗体

用含 1 × ÷ 2的 1 # 


°≥稀

释  ε 孵育过夜后加入生物素标记的 二抗 

再加入链亲和素 2过氧化物酶溶液 ∀最后用新鲜配

制的 ⁄溶液显色 中性树胶封片后于镜下观察拍

照 ∀

总 Γ ΣΚ 23Β和活化型 Γ ΣΚ 23Β检测

蛋白免疫印迹  方法同上 ∀一抗为 ≥2Β和

磷酸化 ≥2Β× 多克隆抗体 Β 稀

释 ∀

免疫细胞化学  方法同上 ∀一抗为 ≥2Β

Β 稀释 和磷酸化 ≥2Β× Β

稀释 多克隆抗体 ∀

统计学处理  测定结果以 ξ ? σ表示 采用 ≥°≥≥

1软件包分析 组间比较用单因素方差分析 ∀

结果

1  人参皂苷 Ρ β1对 Β2ΑΠ25235诱导的皮层神经元

ταυ蛋白磷酸化的影响

1. 1  蛋白免疫印迹  从图 可见 模型组 ∏蛋白
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在 ≥≥×位点的磷酸化水平

明显较对照组增高 ∀ ×∏2是磷酸化非依赖性抗

体 反映细胞中 ∏蛋白的总量 其含量也增多 提

示凝聚态 Β2°2在诱导皮层神经元 ∏蛋白磷酸

化水平增加的同时 ∏蛋白表达水平也增加 ∀ ≤

预处理组 ∏蛋白在上述位点的磷酸化水平和总

∏蛋白水平均明显低于模型组 不同浓度的  

预处理后 总 ∏蛋白水平及 ∏蛋白在上述位点的

磷酸化水平也较模型组减少 其中  预处理浓度

为  Λ# 
时 ∏蛋白磷酸化水平和总 ∏蛋

白水平下降最为明显 ∀由此可见 一定剂量的人参

皂苷  和 ≥2Β特异性抑制剂 ≤一样 具有

抑制 Β2°诱导的皮层神经元 ∏蛋白过度磷酸化

的作用 ∀

1. 2  免疫细胞化学  从图 可见 模型组细胞内

∏蛋白在 ≥≥×位点磷酸

化表达增高 总 ∏蛋白表达也增高 主要表现为胞

浆和轴突的染色较对照组明显增浓 ≤预处理组

和   Λ# 

预处理组 ∏蛋白在上述位

点的磷酸化表达较模型组减少 总 ∏蛋白表达也

减少 主要表现为胞浆和轴突的染色明显比模型组

减弱 ∀提示凝聚态 Β2°2可增加皮层神经元 ∏

蛋白磷酸化 而 ≤和  则能抑制此效应 ∀

2  人参皂苷 Ρ β1对皮层神经元 Γ ΣΚ 23Β和磷酸化

Γ ΣΚ 23Β(πΤψρ279, 216 )表达的影响

2. 1  蛋白免疫印迹  从图 可见 模型组 ≥2Β

和磷酸化 ≥2Β× 的蛋白表达水平明显

比对照组增高 ∀可见凝聚态 Β2°2作用于皮层神

 ≤  Β2°2   ≤          Λ#  

ƒ∏   ∏Β2°2 2∏2 ∏

× ∏2≥


 ≥≥


 ×




22 ×∏2 °  ×∏   ∏ 

 √∏∏√ Β2 3
Π  1

3 3
Π 1 ϖσΒ2°2
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  ⁄ ≤   ⁄ Β2°2    ⁄    Λ#     ⁄ ≤

ƒ∏  ∏ ∏  ∏   2
¬∏    2 ≥


  ≥≥


 ≤

×


 22 ⁄×∏2

经元  后 在诱导 ∏蛋白磷酸化的同时 ≥2

Β和活化型 ≥2Β的表达也增多 ∀ ≤预处理组

磷酸化 ≥2Β× 的蛋白表达水平明显低

于模型组和对照组 而 ≥2Β的表达则稍高于模

型组 说明 ≤在抑制 ≥2Β活性的同时能使

≥2Β代偿性的表达增加 ∀不同浓度  预处理

组 ≥2Β和磷酸化 ≥2Β× 的蛋白表

达水平均低于模型组 其中以  预处理浓度为 

Λ# 
时 ≥2Β和磷酸化 ≥2Β× 

的蛋白表达减少最为明显 说明  可抑制 ≥2Β

活性 ∀

2. 2  免疫细胞化学  从图 可见 模型组细胞内

≥2Β和磷酸化 ≥2Β× 的表达均增

高 主要表现为胞浆和轴突的染色明显比对照组增

浓 ∀ ≤预处理组磷酸化 ≥2Β× 的表

达明显低于模型组 主要表现为胞浆和轴突的染色

明显比模型组减弱 而 ≥2Β的表达则稍高于模

型组 ∀  Λ# 

预处理后 ≥2Β和磷
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τ ≥2Β υ ×

 ≤   Β2°2    ≤    

      Λ#  

ƒ∏   ∏√≥2
Β     ≥2Β
×


 ×  ∏ 

≥2Β     ≥2Β
×


  × ¬ ≥2Β

  ≥2Β ×




 ∏   √∏  

    ∏√

 Β2 3 3
Π 1 ϖσΒ2°2

酸化 ≥2Β× 的表达均减少 主要表现为

胞浆和轴突的染色较模型组明显减弱 ∀

讨论

对 ⁄仍缺乏有效的防治药物 目前临床主要

用胆碱酯酶抑制剂治疗 但也只能改善早 !中期患者

的部分症状 不能减轻 ⁄脑内分子生化的改变 阻

止病情的进展 ∀研究发现  可增加乙酰胆碱的

合成与释放 ≈ !增加 胆碱受体数量 ≈ !提高乙酰

胆碱转移酶的活性 ≈
从而达到改善实验动物模型

的学习记忆障碍 ∀但是 人参皂苷  能否逆转

⁄的分子生化改变 特别是能否抑制 ∏蛋白的过

度磷酸化 国内外均未见研究报道 ∀

×∏蛋白过度磷酸化是 ⁄发病机制中的一个

中心环节 ∀体外研究表明 凝聚态的 Β2°2或其活

性片段 Β2°2能使原代培养的海马神经元 ∏蛋

白在特定位点的磷酸化增多 ≈   ∀本实验中 作者

用  Λ# 
凝聚态 Β2°2作用于大鼠皮层神

经元  成功地诱导了 ∏蛋白在 ≥≥

×位点的过度磷酸化 建立了具有

⁄样 ∏蛋白过度磷酸化的细胞模型 ∀不同浓度

的人参皂苷  预处理该细胞模型后 ∏蛋白在

上述位点的磷酸化水平降低 其中以  预处理浓

度为  Λ# 
时 ∏蛋白磷酸化水平降低最

为明显 ∀此外作者还发现该细胞模型总 ∏蛋白的

表达有所增多 这可能与 ∏蛋白磷酸化后其降解

减少有关 ≈
而  预处理后 总 ∏蛋白的含量

也减少 其中也是以  预处理浓度为  Λ# 


   ≤    Β2°2        Λ#      ≤

ƒ∏  ∏  ≥2Β     ≥2Β ×


 

∏   2¬ ∏  ≥2Β   

 ≥2Β ×
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时 总 ∏蛋白含量降低较为明显 这可能与 ∏蛋

白去磷酸化后有利于其降解有关 ∀由此可见 人参

皂苷  可抑制 Β2°诱导的 ∏蛋白过度磷酸化 ∀

糖原合成酶 Β  2Β

≥2Β是引起 ∏蛋白磷酸化的关键性蛋白激酶 ∀

≥2Β的活性受丝氨酸和酪氨酸磷酸化的调节 ∀

酪氨酸 ×
位点磷酸化可使 ≥2Β的活性增

加 而丝氨酸 ≥位点的磷酸化则下调 ≥2Β的

活性 ≈ ∀作者的研究显示 Β2°2在诱导 ∏蛋

白过度磷酸化的同时 总 ≥2Β和活化型磷酸化

≥2Β× 的表达也增高 而用 ≥2Β特

异性抑制剂 ≤处理后 在抑制磷酸化 ≥2Β

×


表达的同时 ∏蛋白磷酸化水平也显著

下降 ∀由此可见 Β2°可能主要通过激活 ≥2Β

引起 ∏蛋白的过度磷酸化 ∀

本实验发现  预处理浓度为  Λ# 


时 活化型 ≥2Β的表达下降最为明显 低于或高

于此作用浓度的  对活化型 ≥2Β表达的影响

逐渐减弱 ∀提示人参皂苷  能通过抑制 ≥2Β

的活性 从而达到抑制 Β2°所诱导的皮层神经元

∏蛋白的过度磷酸化 具有和 ≥2Β特异性抑制

剂 ≤相似的功效 ∀但二者又有所不同 ≤处理

组总 ≥2Β的表达稍高于单纯 Β2°作用组 这可

能与 ≤抑制 ≥2Β而使细胞内的总 ≥2Β代

偿性增多有关 ≈ ∀而  预处理后 总 ≥2Β并

不增多 反而有所减少 这可能于  在更高水平 

如转录水平 抑制 ≥2Β的合成 这有待于进一步

探讨 ∀

本研究从分子生化上证实人参皂苷  通过

抑制 ≥2Β的活性而达到抑制凝聚态 Β2°2所

诱导的胎鼠皮层神经元 ∏蛋白过度磷酸化 对 ⁄

的防治具有潜在的应用前景 ∀
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